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〔原著〕 互変型酵素による血中中性脂肪分解機構
に関する研究
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要 旨
血中中性脂訪代詩?調節機構をあきらかiこするため， tributyr誌を水解する血築 esteraseと， 
trioleinを水解する heparin静注後血襲 lipase との性賓の桔異を検討した。 
Heparin静注後のラット血襲を UltrogelAcA 34 columnで gelfiltrationすると heparin
静注前生壌に存在していた tributyrin水解活性 (esterase) とは別に， あらたにより大きな分
子量を意味する位置に， triolein求解活性(lipase)の落出がみられた。この画分には， tributyrin 
井
trypsin tributyrin水解活性も存在していた。更にこの霞分を 処理すると 木解活性は，不変で
あったが， triolein水解活性は，低下した。基質として， methylbutyrateを用いると， heparin 
白
lipase trypsin静注後血策 による水解語は?基質濃震の増加に伴って上昇が， みられた。一方 
処理した lipaseは，低濃度の水溶状態の methylbutylbutyrateを， 未処理のち lipaseと詞様に
分解したが， 臨界濃度をこえて不溶状態となった methylbutyrate tこ対しては， 分解能の低下
がみられた。豆eparin静注前ラット血築から， esteraseを硫安分画， SephadoxG-200 column 
chromatography，DEAE-Sephadex A-50 ion exchange column chromatography，DEAE・ce・ 
llurose，ion exchange，更に SephadoxG・200column chromatographyによって精製した。
最終的に比活性約3000倍， ポヲアクリノレアミドディスクゲノレ電気泳動で， 単一の蛋岳パンドを
示す欝素標品を得た。この esteraseと heparin処理して lipaseを遊出させたラット動訴壁と
をインキュベートすると triolein水解活性の回復がみられた。これらの成讃から車禁 esterase
が動脈壁で lipaseに変換し，車中中性脂肪分解に関与する可詑性が推f期された。
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中に出現し，その中性脂肪が血管内皮細臨表面に存在す
序文
る lipoproteinlipase3，心によって分解されることによっ
高中性脂肪車症辻 3 疫学調査によって虚車性心疾患の て，その異色のはじまることが明らかとなった。更にそ
発症率と桔関々係のあることが指請されているし2)。し の代謝産物として一部は，動脈硬化症に短進的に作用す
かし動臆硬北癌巣に蓄積する脂質は主に cholesteroles- るといわれる抵比重ヲボタンパクのに，また一部は抗動
terであることから高 cholesterol血症と動脈硬化症との 探硬化作用を有するといわれる高比重リボタンパクめに
関係に比べ高中性詣脂血症と動諦硬化症との関係はより 変換してゆくことわが明らかになるにつれて，この中性
理解しにくい点が多かった。血中で脂質は単独で存在せ 詣肪分解のリボタンパク初期異色にはたす役割が重要握
ずリポ蛋白として存在することがあきらかにされ，経口 されるようになったの。しかしその機構のひとつである
摂取された詣訪は揚管を経て chylomicronとして，また 中性指訪分解欝素について今だ定見がみられず下記のご
肝臓で合成された詣践は超低比重リボタンパクとして血 とくの謹乱もみられている。すなわち生体で中性脂紡分
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解酵素としては，長鎖詣肪酸エステノレを分解する lipop-
rotein lipase3)，hepatic lipase吉) monoglyceride lipse9，13， 
24〉，短鎮』旨訪酸エステノレを分解する esterasell，24)等の報
告がみられ，基質の違いから，それぞれ艇の酵素である
と考えられている10，.24)0 ところで短鎖脂肪酸エステルの 
tributyrinを基賞に用いながら lipaseと呼ぶ報告もみら
れる12h これらの翠乱の原因のひとつとしてこの中性脂
肪介解反応を基質の{弱からみると同一基質であってもそ
の物理的状慧が異なるとその水解のされ方が変ってくる
こと凶，また酵素の傑かちみると長鎖癌肪鞍エステルを
分解する lipase は短鎖詣肪駿エステルを分解し15，27)本
来基葉特異性が酵素の持徴であるとする酵素学からする
と定義そのものがあいまいに主ることに起因する。とこ
ろでこれらの酵素は，脂肪酸エステノレを分解する点、で、は
共通性があることから別の酵素とは，考えず互に関係の
ある酵素と考える見方もある。 Okuda & Fujii16)は肝臓
の lipaseとesteraseは互に変換しうる可能性のあること
を報告している。 Muraoka & 0 kudaは人の pseudocho・
，line esteraseと訴訟Ityrinhydrolaseとは同一酵素である
ことを示す成緩を報告し17L本酵素は有機リン中毒iこよ
り抵下するが，その低下率と血中中性脂肪の上昇率と相
関していること， また heparin静注後血築にみられる 
lipase活性と本酵素活性とは，相関々需のあること 18)も
報告している。従ってこれらの血中中性指肪分解酵素
も，互に関採があヲそれを暁らかにすること詰高中性脂
肪血症のみならず，リポ蛋白異常症の病態把握及びその
治諜に役立つ可能性がある。そこで今回車疑 esterase
と， heparin静注後血楽に出現する lipase との相互関
係をあきらかにし，更に相互変換の可龍性について検討
したので報告する。
実験方法 
Triolein分解活性の測定
基質液は triolein(Serdary社)35.4mg，tri [1-14CI-
oleoyl glycerol (50μCi/pmol，New Ew England Nu-
clear) 8pCi，0.1% Triton X・10010ml，10%牛車請ア
ルブミン (Sigma社)lOml，0.2M謹化アンモニウム
緩笹薮 PH8.020mlを加え超音波経理 (Ultrasonicator
トミー精工社)25W，3分間行って調製した。反応液は
共栓っき試験管中で、先に調製した基費按100μiに粗精製
酵素按100μ1を加え， 370C 60分間インキュベーション
を行った。産生された遊離脂肪援の拍出は， Belfrage & 
Vaughanの方法防に従って行い mεthanol:heptane:ch-
lorofor臨(1.45:1.25:1)混液3.25mlに， 50mMホウ酸
緩衝按 PH10.5を1ml加え反応を停止後，激しく 5
分間接とうし， 1500Xg， 5分間遠心した。その上靖 1 
mlに， Scintilator (toluene:Triton X・100=3:1，diph-
4bis [2-( 5 phenyloxazolyl benz-1.%，enyloxazole 1 
ene) )0.025%) 8 ml加え，援体シンチレーションカ
ウンター (Packard社)で放射活性を劃定し単位蛋白あ
たり，又は単位容量あた予単位時開に遊離した脂肪酸の
量をもって活性とした。用いた設相分記法で， olei cacid 
は， 98%上層に， trioleinは99.8%が下層に臣収された。
酵素液として heparin静注後車清は， 25μlかち100μ
まで，また粗精製酵素液を用いたとき蛋白量 25pgから 
200pgまで直線性が，みられた。反応時間は， 75分ま
で直諌性が，みられた。 
Tirbutyrin求解活性の測定
基質溶液として302mgtributyrin (Sigma社)， 4 pCi 
tri [l_14C) butyl glycerol (80pci/μmol， 日本アイソ
トー フ。協会〉を 5mlの ethanol~こ溶解した。反応援は
基質溶液25pl，酵素液100μ1，60mM リン酸カヲウム緩
衝液 P豆8.0，375ftlからな!:J3rC，60分インキユ}ベー
ションを行い， methamol:heptane:chloroform (1.45: 
1.25:1)混被3.25mlで反応静止した。遊離 butylicacid
は，これに0.1N NaOH 1 mlを加え，激しく 5分間援
とう後，遠心1500xg，5分間行川上層 1mlをとり，こ
れに， triolein水解活性に用いたと同じ組成の Scintila-
tor 8 ml加えて，放射活性を拠定した。 butyricacidは，
上層に99%，tributyrinは下屠に99.8%各々回収された。
反応後上記の反J;t静止後の娃理をした上層を更に薄震ク
ロマトグラフィーで震関すると放射活性は， butyric a-
cid ~こ担当する位量のみに認められた。酵素液として原
血清では，10plから50μlまで，直線性がみられまた程
酵素液では， 20μlから200pgまで直線性がえられたc
友応時間は， 90分まで藍線性がみられた。酵素活性は単
位蛋白量または，単位容量あた担単位時間に遊離した脂
肪酸の量をもって、活性とした。 
Methylburate分解活性の測定
基費液は， methylbuyrate (和光純薬〉を求に溶かし 
0.306Mかち， 1.224Mまで濃度の異主る懸、濁液を調襲
した。反応液は基費懸濁液250pl，1.0M !Jン酸カリウム
緩笹液 PH8.0 250μL酵素液500μ1(蛋白量300pgから 
600pg)からなり共詮っき試験管で3rc，60分間インキ
の2ωDoleは，butyricacidュベーションした。遊離した
方法に準じ isopropylacohol-heptane-1 N司2S04(40:10 
:10:1 v/v)混液5mlを加え， 3分間間接とう後 hep-
tane 2ml，水 3mlを加え，再び援とう後，その上層 3
臨 iをと担，別の試験管に入れ thymolblue液 (0.03% 
in 90% ethanol) 1.0mlを加え，窒素ガスで握手口しな
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がち0.008N NaOHで中和語定した。
車禁 esteraseと heparin静注後血策 lipaseの調製 
12時間絶食後の体重約200gのWistar系雄性ラットを
エーテル蘇酔下で罷腹し腹部大動脈から採血し，車禁分
離後，その血築 5mlをじltrogelAcA 34カラム〈カラ
ムサイズ1.8x36cm)を用いて， gel filtrationした。港
出液は， 60mMカリウムリン酸緩蜜液 PH8.0を用い， 5 
mlづっ分取した。採取試験管19，20，21番目に tributyrin
分解活性がみられ，これをプ}ルし〈麗分 1)血靖 es-
teraseとして以下の実験に用いた。 
Heparin静注後血葉 lipaseは，下記のごとく調製し
た。先と罰様iこ処理したラットの下大静脈から， hepar-
in100単位を静注し， 5分後採車L-，車禁分離をして後，
この血紫 5ml を先と同様の条件下で， Ultrogel AcA 
34カラムを用いて gelfiltrationした。採取試験管9.10， 
11に， triolein分離活性がみられ， これをプ~)レし(酉
分ll)，heparin静詮後五E紫 lipaseの酵素液として以下
の実験に用いた。 
Heparin静注後車柴 lipaseの trypsin処理
部分精製した lipase酵素液〈匿分豆)0.9inl ~こ， 62.5 
μg/mlから2000μg/mlまで濃震をかえた trypsin(sigma 
社， type 1) O.lmlを加え， 3rC，15分間インキユ}
ベーションをした後，それぞれ加えた trypsinと等量
の soybeantrypsin inhibitor (Sigma社〉溶液 O.lml
加え， 0OC ~こ冷蒋し，反誌を停止させた。この混液を 
trypsin処理酵素液とし， triolein及び tributyrin水解活
性を撰j定した。 
Heparin静注後車禁 lipaseの acetone処理
部分精製した lipase酵素液(画分 II)30ml Iこ300ml
の永冷した acetone をおえ混和し， 直ちに15000Xg， 
20分間遠心しその沈殿酉分を ethanol:ether (1; 1v/v) 
溶液に浮遊し，同様に遠心，その沈殿画分を更に ether
で誇遊後遠心し，その沈殿を窒素ガスで乾燥し， aceto-
ne務末とした。この acetone粉末を 5mlの50mM
塩化アンモニウム緩笛液 pH8.0に浮遊させ， 超音波処
理を Ultrasonicator(トミー精工社)で25W，15秒行い， 
8000Xg，20分間遠JL'分離を行った上清をむltrogelAcA 
34 columnを用いて，先?こ血清 esterase及び heparin
静注後血禁 lipase の部分精製に用いたと同様の条件下
下で gelfiltrationを行い， triolein水解活性， tributy-
rin水解活性を測定した。
血清 esteraseの精製 
12時間絶食後のラット血紫100mlに50mMカヲウム
リン酸緩衝液 pH8.0，100mlを加え，硫安沈毅を行っ
た。飽和度35%-60%画分を50臨 iの50mMカリウムリ
ン畿緩衝液で溶解した。この 7mlを SephadexG 200 
(Pharmacia社〉カラム〈サイズ2.5X58cm)を患いて， 
gel filtration した。 Tributyrin水解活性酉分を凍結乾
;燥した後， 5mMヲン酸カリウム緩蕎按 pH8.0で落
解し， 陪緩衝液で透析した。これを 5mM リン酸カリ
ウム緩衝液ジH 8.0で平構化した DEAE-SephadexA・ 
50 (Pharmacia社〉カラム(サイズ2.5X60cm)に， イ
オン吸着させ， 5mはリ aン酸カリウム緩衝液 pH8.0 
と， O.4M NaCl-5 m主主ヲン竣カリウム緩衝液 pH8.0 
とからなる lineargradient溶出を行った。 NaClO.16M
付近に溶出された活性画分を，プールし，更に 5mMリ
ン酸カリウム緩緩衝液 pH8.0で透析し，これを詞緩欝
液で平衡化した DEAE司 celluloseカラム〈生化学工業)
〈サイズ1.8X20cm) に， 吸着させた後， 5mM及び 
200mMヲン酸カリウム緩衝液で， linear gradient溶出
を行った。この活註画分を SephadexG 200 (サイズ 
1.6X20cm)で gelfilfrationすると，溶出液20ml付近、
に蛋由濃震に比例した tributyrin水解活性がみられた。
電気泳動 
Polyacrylamide disc gelelectrophoresisは， Davis21)の
方法で行い， esterase活性の酵素染色は， α-naphthyl-
acetateを基質に用い Davis22)の方法に従った。
車寄 esterase と動探壁とのインキュベーション後の 
triolein水解活性の測定
ラットをネンブタールで、麻酔し，下大静寂から hepa-
rin 500単位静注5分後に断頭説血した。腹部大動販を描
出し， 更に heparin500単イ立Iml諮液中で370C，15分
間インキュベーションしたのち，生理食塩にて詑襟し 
heparin処理によって lipaseを遊出させた動肢を調裂し
た。この heparin 処理動脈30mg に， O.lml五rebs-
Ringer phosphate bufferを却え，これに精製血溝 este-
rase O. 2ml (432nmoles/butyricacid/ 1時間〉 を加え， 
3rc，45分間， プレインキュベーションした後， これ
に基賓として，先に述べた triolein水解活性の澱定に用
いたと同様の tri [l-14CJ oleoyl glycerol溶液O.lml
を加え， 370C 60分間インキュベーション後，遊離詣肪酸
を前述の Belfrage & Vaughan19)の方法に従って揺出
し，放射活性を測定した。
蛋白定量
蛋白定量泣， Lowryら23)の方法に従い?牛アルブミ
ンを標準物質として用い測定した。
実験成護 
1. Heparin静注による血築士riolein水解活性と tribut-
yrin水解活性の変動
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Heparin静注前血築iこは， triolein水解活性は， ほと
んど検出されず lipase辻存在していなかった。 tributyr-
in水解活性は， heparin静注前血築に認められ， estera・
se の存在していることを示した。 Heparinを静注する 
と trioleinを分解する lipase活性が出現し， 4分後に
最大値に達した。このときなibutyrin水解活性は， trio-
lein水解活性の上昇に伴って更に上昇がみられた (図 
1)。
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Fig.2. E1ution patterns of Ultrogel Ac 
車 治 
hep-活性の上昇率の時照的誰移も民様であることから， 
i lipase tributyrin静注 こよって血中に出現した は，arm
水解活性ももっていることが，推測された。 
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hydrolyzing activty after the inje-
ction of heparin. A 34 co1umn chromatography of 
註eparin(100U) was injected into trio1ein and tributyrin hydrolyzing 
a rat，and blood was extracted at activity in pre- and postheparin 
the indicated times. Tributyrin 
and triolein hydrolyzing activity 
of the serum were measu主ed.Tri-
butyrin hydro1ysing activity incre-
ased in proportion to the increase 
of triolein hydro1yzing activity. 
2. Heparin静注前及び後の血棄の UltrogelAcA 34 
Co1umn chromatography 
Heparin静注前血紫の columnchromatography の
patternで辻，採取試験管20番付近に tributyrin水解活
性がー蜂でみられた〈圏 2-A画分1)。この酉分に車襲 
esteraseが，器出されたことを示す。 
Heparin静注後血柴の column chromatogrphy の
patternでは， heparin静注前血襲の酉分nこ相当する
酉分とは別に，採取試験管10番付近に， triolein水解活
性が出現し，その活性に一致して tributyrin水解活性が
認められた(図2B，画分I)oHeparin静注後血築に
出現した lipase註，この画分に溶出されたことを示す。 
Tributyrin水解活性が heparin静注後血援で高まった
のは， この peakIIに溶出された新たな tributyrin
氷解活性によることを推測させた。また triolein水解
活性と tributyrin水解活性の変動は一致しており，
p1asma. 
A. Preheparin plasma (5限 1)was 
applied to the column. Co1umn si-
ze: 1.8x36cm，void volume: 28.3 
m1，丑owrate: 5ml/20min，collec-
ted fraction vo1ume: 5ml. 
B. Postheparin p1asma (5m1) was 
applied to the co1umn. The colu-
mn conditions were the same as 
in A. Trio1ein hydro1yzing activity 
in postheparin plasma co・e1uted 
with tributyrin hydro1yzing acti-
vity at around the 10th fraction. 
Preheparin p1asma tributyrin hyd-
ro1yzing activity e1uted around the 
20th fraction. 
3. Heparin静注後車禁 lipaseのtrypsin姑理による 
triolein水解活性と tributyrin水解活性の変化
画分互を trypsin とインキュベーションすると tryp-
m の量iこ応じて triolein求解活性が低下し trypsin200 
pg/mlでは対黒の20%となった。一方 tributyrin水解活
性は低下がみられなかった〈図 3)。 
4. lipase とesterase による水に可溶及び不溶状態
の基質の水解 
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Fig. 3. Effect of trypsin treatment on tri-
olein and tributyrin hydrolyzing 
activities of postheparin plasma 0.5 1.0 1.5 
lipase. (O.153M) 
Postheparin plasma lipase (peak豆 Methy!butyrate Concentration 
fraction in Fig. 2B) was treated 
2.0 Trypsin(コメ.，.. ー
r，，， 
k ，s 
~，." 
2.0 
1.0 
Fig.4. A. E宜ectof substrate concentrati-
with trypsin. Triolein hydrolyzing 
activity was decreased; but tribu-
tyrin hydrolyzing activity was not 
decreased. 
以下の抵濃度では，水0.153M土， Methylbatyrate t
器状露であるが，これ以上の濃度では，水に不溶状態とえE
る。そこでこのように同一基賓で水器状態と不搭状態を
作担， Pe誌 uこ溶出された esteraseとpeak豆に器出され
た lipaseによるその水解の差を比較した。 esteraseによ
る水解活性は， methylbutyrateが水溶訣態の0.153Mま
では，この基質濃度にほぼ比例して上昇がみられたが基
質が， 0.153M以上の不溶状態では，もはや水解活性の
上昇を示さなかった〈図 4A) lipase による水解の実0 
験では， よ予 esterase との相異を明らかtこするため非
特異的に ester結合水解を阻害することで知られるm 
phenlemethylsulfonyl fluoride O.lmMを加えて検討し
た。この lipaseによる水解活性は， methylbutyrate の
濃震が，臨界濃度0.153Mをこえると esteraseの場合
とは反対に，よ予著しい活性上昇を示した〈匿4A)。
この実験系で，雷分Eの methylbutyrate水解活性iこ
及ぼす trypsin処理の影響を図 4Bに示した。無処理の 
peak互による水解に比べて， trypsin処理した画分Eに
よる水解は， methylbutyrate 0.153Mの臨界濃度までは
差がみられなかった。 Methylbutyrate の濃度が臨界、濃
度を越えると， trypsin処理した画分Eは無処理のもの
に比べて，その水解活性の低下がみられた。 
5. acetone処理した heparin静注後血禁 lipaseの 
Ultrogel AcA 34 column chromatography 
百eparin静注後血襲 lipase(peakI)を acetone処
on on methylbutyrate hydrolysis 
by plasma esterase and posthepa-
rin plasm lipase. 
The rate of methylbutyrate hydro-
lysis by plasma esterase (peak 1 
fraction in Fig. 2A) increased at 
a methylbutyrate concentration 10・ 
wer than critical micelle concent-
ration (CMC)，but no further in-
crease occurred at a concentration 
above the C1¥主C. The increase in 
the主ateof hydrolysis by posthe-
parin plasma lipase (peak n in 
Fig. 2B) was much greater at me-
thylbutyrate concentrations above 
the C1¥在C than at concentrations 
below the C1¥在C. 
B. Methylbutyrate hydrolysis by 
trypsin-treated Iipase of posthepa-
rin plasma. 
Hydrolysis of methylbutyrate by 
peak I and trypsin-t主eated (100 
ug/ml，370C，15min.) peak I inc-
reased with methylbutyrate conce-
ntration up to the C1¥在C. At con-
centrations above the CMC，the 
rate of hydrolysis by treated peak 
I was less than that by nontrea-
ted peak I. 
理し再び， Ultrogel AcA 34 column chromatography 
を行い，その triolein水解活性と trbutyrin水解活性
のgel filtration pattern を図 5 A~こ示した。無延理の 
PeakIIを同じカラムで gl1filtrationした patternを図5 
B~こ示した。 acetone 処理すると triolein 氷解活性， 
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血疑 esteraseの積製は硫安分画を行うと飽和度30-60
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%の画分iこ60弘の活性が回収された。この菌分を Seph-
adex G-200，DEAE-Sephadex A -50，DEAE-cellulose， 
最後に SephadoxG-200を用いて靖製し比活性3200倍の
酵素標品を得た。これは， polyacrylamide gel電気泳
動で， α-naphthylacetate の分解活性に一致して一本の
蛋白パンドがみられた。精製のまとめを表 1に示す。 
7. 動諦壁における車衆 esterase から lipaseへの
変換
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Fig. 5. Ultrogel AcA 34 column chromato- ュベーションすると， triolein水解活性の上昇がみられ
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動脈壁は， heparin処理によって triolein水解活性の
低下がみられ， lipaseが遊出したことを控灘させた。こ
graphy of acetone司 treatedlipase of 
postheparin plasma. 
A. Actone同 treatedlipase of post-
heparin plasma (peak n in Fig. 
2B) was applied to the same colu-
mn as that used in Fig. 2. Post-
heparin plasma triolein hydrolyzi・ 
ng activity co・elutedwith tributy-
rin hydrolyzing activity at around 
the 8th f主action.A fraction consi-
sting only of tributyrin hydrolyzi-
ng activity was also observed to 
elute around the 20th fraction. 
tributyrin水解活性はともにもとの約 10%に失活がみ
られたものの，残りの triolein水解活詮は，課取試験
管番号8番を中心にー峰性で肩をもった profileで， gel 
filtrationされた。 tributyrin本解活性は，採取試験管8 
番を主iこ， triolein水解活性に伴ってみられた活性以外 
た(図的。却ち lipase活性の回復がみられた。一方 
800C，15分間の熱処理した esteraseと heparin処理動
脈壁とをインキュベーションしでも， triolein水解活性
の回復は，みられ主かった。 
考 渥定7Jミ
中性脂坊分解機構は，大きく分けて lipase欝素の量，
性質，基質の物理化学的性質及び酵素と中性脂訪の結合
の調節などがあげ、られる。これらの機構を明らかにする
ことは，高中十生詣肪血症の病態解明及びその治療にとっ
てきわめて存効な示唆を与えてくれることは確かであ
る。しかし現在これらを明らかにすることにいくつかの 
tion patternが一致していること(圏 2)から全く異っ
た2つの酵素の出現と考えるより誌， heparin静注後血
柴 lipaseは，捧， asper gillusのlipaseのように同時に
困難がある。その一つに次のような中性指坊分解欝素の
Table 1. Puri五cationof rat plasma esterase. 
Purification steps 
Serum 
Ammonium Sulfate 
Fractionation (35-60詫) 
Sephadex G・200 
DEAE Sephadex A-50 
DEAE Cellulose 
Sephadex G・200 
Speci五cActivity 
〈μmoles/mgprotein/hr) 
0.067( 1.0) 
0.116( 1.4) 
0.257( 3.8) 
8.181( 121.5) 
146.250(2173.0) 
220.071(3279.0) 
T o f v  dm 
o 
- 十 乙・ ‘ 、 、  ，ぼ
L 宅
令す
Aht pueu 'i1rAV v dEzbJL
Jj g ' ' '  
102.7( 100%) 
62.1(60..5弘) 
17.0(16.0% ) 
14.0(14.0%) 
11.8(11.0%) 
11.5(11.0弘) 
The五nalenzyme sample showed a single protein band coincident with 
α-naphthylacetate hydrolyzing activity by disc electrophoresis. lts specific 
activity was about 3000 times that of the original plasma. 
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ところで， lipaseと esteraseの異関を論づるに探し
Heparin了reatment て，その基質の共通点と桓異点、を考えてみると， lipaseの
k A
nEFB - + 
基質の glyceroltrioleateと， esteraseの基質の glycerol 
H o da E a triburyrateは，共に glycerolと脂肪酸との ester化合
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合物であることは共通である。ただ水への溶解d注が異っ
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ていることが指揺される。誕って， lipase とesterase
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(0.4pmoles butyric acid released/hr) 
向 
Fig. 6. The change in triolein hydrolyzing 
の棺異は，これらの親水性の異った基質に対する親和性
にあることが，考えられる。そこで，その棺異を明らか
;こするため以下の実験を行った。基質として methylbut-
yrateを用い低濃度で水に可溶状態と高濃度で不搭状態
を作ると，車禁 esterase (peak 1)辻可溶状慈の基賓
を分解し，不溶状態の基質は，分解でき立かった〈図4 
A) Desnuelle & Sarda14)が， 肝 esteraseで検討した0 
activity of rat arterial wall by in-
cubation with puri五ed plasma es-
terase. 
To study the possibillity that es-
terase is converted to lipase in 
vitro，rat arterial was treated with 
heparin to deplete lipase. This 
lipase-depleted arterial wall was 
then incubated with treated Cby 
boiling) and untreated puri五ed 
plasma esterase. After 15 minutes， 
tri [14CJ oleoyl glycerol emulsion 
was added and incubated for 60 
隠 inutes. An increase in triolein 
hydrolyzing activity was observed 
was observed with the arterial wall 
p主eincubatedwith esterase，but no 
Increase was observed wIth the 
arterial wall preincubated with bo-
iled esterase. 
把握の仕方の違いがある。 Shore & Shore24)辻， heparin 
静注後血清が長鎖詣肪離ヱステノレの triglyceride，digly-
ceride，monoglycerideを分解する lipase活性及び短
鎮脂訪酸エステルの tributyrin，tricaprin を分解する 
esterase活性をもっていることを報告し，各々の基質に
特異性をもった酵素の集合体かまた辻活性中心が護数で
あろうと考えている。一方藤井25)は捧 lipase26)，asper-
gillus lipase27)による実験の報告から，水に不溶な詣肢
を分解する lipaseは，同時に水溶性の脂肪iこ作用する
esterase 作用を発揮しうる性質をもっているであろう
と推測している。ところで我々の成績からするとラット
の heparin静注後車衰の triolein水解活廷と tributyrin
本解活性は血中に出現する時開と活性の変動が一致して
gelfiltra-を用いたUltrogel AcA 34)，1いることく菌 
esterase活性を有していることが推誤nされた。 
と同様の成積であった。 Heparin静注後車衆 lipase(画
分11)は，非静異的 esterase誼害剤である pheylme-
thysulfonyl fluoride28)を加えると水溶状態の methyl-
butyrateよりは， 不溶状態の methylbutyrate をよ予
分解しやすい性質を有する成績を得た(密 4A)。これ
らは， Desnuelle & Sarda18)が行った捧 lipaseと共通
した性費であった。今回得られたこのような事実をを次
のように考えてみた。酵素反応は，まず酵素と基質の結
合にはじまるが，不審状態の中性窟肪分解反応で重要な
ことは，基費が界面を形成していることであり，この界
冨を介して酵素と基質が結合しあう必要性があることで
ある。従って水に不溶状態の基質を分解する lipaseに
よって泣，まず界面と結合するため，それと結合するた
めの環境は， hydrophobic であることが推測される c
一方水容状態の基賀に作用する esteraseにとって，基
賓と結合するための環境は， lipase の場合と異なり， 
erydrophilicであることが推測される。この観点にた
ってこれらの現象の議構について更に二つ三つ議討を加
えてみた。 
Heparin静詮後血襲 lipaseを trypsin処理すると， 
triolein水解活性は低下がみられなかった(図 3)。また 
trypsin処理した heparin静注後車禁 lipaseによる水
器状態の methylbutyrateに対する水解活性は，未処
理の lipaseに比べて，変化はみられなかったが，不溶
状態の methylbutyrate~こ対する水解活性は抵下がみら
れた(図4B)。これらのことは， trypsin処理によって 
heparin静注後血葉 lipaseの heydrophobicityが低下
したため水に不溶の trioleinとの結合能が低下し従って
活性が低下したことを推測させる。また界面形成した高
護度の methylbutyrateに対しても同様に， lipaseの 
hydrophobicity 低下により界面への親和性が主主下しそ
の水解活性が低下したことを推部させる。一方酵素の 
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hydrophilici ty を必要するであろう tributyrin氷解
活性及び可諮状態の methylbutyrate~こ対する水解活性
は， trypsin処理によって低下しなかった。これらのこと
詰， trypin挺理によって酵素の hydrophilicな環境は，
不変で、あったことを推澱させる。もしそうだとするなら
ば， lipase の hydrophobicity を規定している部分が 
trypsinに感受性で島るか， または trypsin~こ感受性の
ある蛋白が関与していることが推測される。 
heparin静註後血禁 lipaseを acetone処理し， Ul-
trogel ACA 34 columnで gelfiltrationすると車清 
esteraseが溶出した位置にあらたに tributyrin水解活
性のみもつ画分の溶出がみられた〈図 5)。このことは， 
heparin静注後血衆 lipaseは， esterase蛋自に何らかの
蕗質などの acetone で抽出される画分の諺飾をうけて
いる可能性のあることを誰測させる。これらの事実は， 
lipaseと esteraseは何らかの共遥する部分を有し修飾
因子により例えばある基質に接触するために至適な hy-
drophobicity又は hydrophic ityを獲得し，その基質に
対する水解活性を発現させるような磯講の存在が推測さ
れる。そこで invivoにおけるこのような機構の存在の
可能性を検討する自的で esterase酵素蛋自に何らかの
修館を却えることによって esteraseが， triolein水解
活性をもつように主るか以下の検討を行った。
まず tributyrinを基質とし triolein水解活性をもた
ない車禁 esterase を糖製した。 heparin静注後車禁 
lipaseは，一部動脈から遊出する心。そこで動原壁を用
い，これを heparin処理し， lipaseを遊出させた後，こ
れと，精製 esteraseをインキュベーションした。それ
に trioleinを基賓として加えると， triolein水解活性
すなわち lipase活性の回複がみられた〈図 6)。これら
の結果は， 血禁 esteraseが動販壁で， lipaseに変換す
る可能性のあることを示唆する成績である。
従来血柴 esterase は入においてその活性誼と血中中
性脂肪とが，逆の相寵々捺を示す環象がみられること，
また heparin静注後車禁 lipaseの活性と相関のみられ
る症例があることから脂質代謝への関与が推測された
が，その機講は，不明であった。今回得られた実験成績
から，一つの可能性として血葉 esteraseが動経壁表面で
何らかの修飾をうけて， hydrophobicityが増し， lipase 
iこ変換し血中中性脂肪代謝に関与している可能性が接部
経始直接御指導を賜った千葉大学産学部第二内科斉藤康
薄士，JI鉄病院内科部長松詞信夫博士，更に多大の御援
勃を頂いた千葉大学室学部第二内科脂質研究班の篠宮正
樹先生，森時信尋先生，佐々木憲搭先生2 村野俊一先生 
iこ心から感謝申しあぜます。更にこのような研究の磯会
をお与え下さいました千葉大学第二内科，JI鉄病院の諸
先生に深く感謝致します。
なお本論文は，審査学位論文である。 
SUM斑ARY 
The relationship between plasma carboxyl es-
terase and postheparin plasma lipase was studied 
to elucidate the mechanism by which serum 
tτiglycerides are hydrolyzed. When partially 
purified lipase of rat postheparin plasma was 
treated with trypsin，its triolein hydrolyzing 
activity was decreased，whereas its tributyrin hy-
drolyzing activity was unchanged. At a methyl-
butyrate concentration lower than its critical 
micelle concentration，the hydrolysis of methyl-
butyrate，catalyzed by trypsin-treated posthe-
parin plasma lipase，was not decreased. At con-
centrations above the critical micelle concen-
tration，its hydrolysis was lower than that by 
non-treated postheparin plasma lipase. Ultrogel 
AcA 34 column chromatography of acetone-
treated postheparin plasma lipase yielded a new 
fraction possessing only tributyrin hydrolyzing 
activity in addition to fractions which had both 
triolein and tributyrin hydrolyzing activities. 
When puri五edrat plasma esterase with no trio-
lein hydrolyzing activity was incubated with rat 
arterial wall that had been treated wi th heparin 
to deplete lipase，triolein hydrolyzing activity 
of the arterial wall was recovered. These re-
sults suggest that plasma carboxyl esterase might 
be converted to lipase in the arterial wall and 
contribute to the catabolism of serum trigly-
ceride. 
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